




を有し，いまだ平均生存期間が約 1 年，5 年生存率
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瘍幹細胞の存在とその性状解析のために，ヒト由来 GBM 細胞株 T98G，A172 細胞を用い臨
床治療と同条件の放射線照射 GBM 細胞を作製した．放射線照射後細胞（0 Gy，30 Gy，
60 Gy）を用いて細胞増殖率の解析や side population（SP）の解析，CD133＋細胞の分離，遺
伝子解析を行った．本研究結果では CD133－細胞と比較して CD133＋細胞で幹細胞関連遺伝子
が高く発現していた．従って，それは腫瘍幹細胞がこれらの CD133＋細胞に含まれる可能性が
あることを示唆した．T98G 細胞において，30 Gy 照射後細胞は無照射細胞，60 Gy 照射後細
胞に比べ細胞増殖率が高い傾向にあり，30 Gy 照射後 CD133＋細胞は幹細胞関連遺伝子がより


















　1970 年に Dick らはヒト急性骨髄性白血病細胞で
CD34 陽性，CD38 陰性細胞を見出し SCID-leukemia 






























研 究 方 法
　頻回放射線照射後生存細胞を獲得し，それぞれの






　Japanese Cancer Resources Bank のヒト由来 GBM
細胞株 A172，T98G 細胞を材料とした．培養液は
DMEM，F12HAM（Sigma，Deisenhofen，Germany）
に 10％非働化ウシ胎児血清と 100 units/ml Peni-
cillin，100 mg/ml Streptomycin を 加 え 37℃，5％
CO2 インキュベーターで培養した．A172 細胞は週
に 1 度培地を交換し 7 ～ 10 日毎に継代し，T98G
細胞は週に 2 度培地交換し，5 ～ 7 日毎に継代した．
　2）照射機器と照射条件
　線質は 4MV・X 線，線量率は 2 Gy/min，照射野は
25 cm × 25 cm，照射深度は 4.0 cm，室温で施行し
た．使用機器は MEVATRON KD2/50（TOSHIBA, 
JAPAN）を使用した．
　（1）径 10 cm シャーレに 2 × 105 個を照射 7 時
間前に継代し X 線照射を施行した．照射条件は
2 Gy/1 回 /day で，週 5 日照射した．
　（2）照射初日から 42 日間培養した細胞を－80℃
で冷凍保存し，0 ～ 60 Gy 照射後細胞が揃ったとこ
ろで解凍し 7 日間培養した．（60 Gy 照射後，生存
細胞を確認）
　以下，未照射細胞を R0G，30 Gy 照射後細胞を
R30G，60 Gy 照射後細胞を R60G とした．
　2．細胞増殖率
　A172，T98G 培養細胞において R0G，R30G，R60G
照射後細胞を使用し 6 well cell culture シャーレに
初期細胞を 1 × 104 個とした．培養は 1. と同様に
施行した．培地交換は 3 日おきに行った．Day8 ま
でそれぞれの細胞数をセルソーター（BECK MAN 
COULTERⓇ, Z1 coulterⓇ）を用いてカウントした．
　3． 培養細胞からの Hoechst 33342 による SP 細
胞解析
　近年，多くの幹細胞が Hoechst33342 という DNA
蛍光色素に対して高い排出能を持つことが報告され
ており，Side Population（SP）細胞と呼ばれている．
Hoechst33342 は ABC トランスポーター（ABCG2）
の発現により細胞から排出されるが，verpamil 処






細胞は週に 2 度培地交換し 7 日間，A172 細胞は週




T98G 培養細胞において R0G，R30G，R60G 細胞を
使用した．各々の細胞培養シャーレからトリプシン
と EDTA を用いて細胞を剥離し，10 mM Hepes 
buﬀer，1％ Penicillin/Streptomycin を含んだ HBSS
（＋）で回収した．遠心分離後，HBSS（＋）で再混
濁し，Hoechst33342（2.5μg/ml）でラベル化した．











カーの 1 つである．また GBM の癌幹細胞が CD133
を用いて分離されている．
　A172，T98G 細胞株の R0G，R30G，R60G 細胞で
CD133＋/CD133－細胞の分離を magnetic cell sorting
（MACSⓇ ）を用いて行った．細 胞は 10 mM FBS 
buﬀer，1％ Penicillin/Streptomycin を含んだ DMEM
（SIGNA）により 15 cm シャーレで培養後，トリプ
シンと EDTA を用いて細胞を剥離し 0.5％FBS を
含んだ PBS（－）にて再混濁した．その後，細胞数
を セ ル ソ ー タ ー（BECK MAN COULTERⓇ, Z1 
coulterⓇ）を用いてカウントした．遠心（300×g
で 10 分間）分離し上清を完全除去後に 350μL/108
個の 0.5％含有 PBS buﬀer（－）（以下 buﬀer）に再
混濁した．この溶液に100μL/108個のFcR Blocking
試 薬 混 入 後，50μL/108 個 の CD133/1（AC133）- 
Biotin 標識した．4℃で 10 分間静置した後，buﬀer
で洗浄・遠心を 2 回繰り返し 400μL の buﬀer に混
濁した．その混濁液に 100μL/108 個の Anti-Biotin 
MicroBeads を添加し，4℃で 15 分間静置・反応後，
buﬀer を加え遠心，沈殿した細胞塊を buﬀer 500 
μL/108 個に溶解した．この溶液を magnet にセッ
トしたカラムに通し，さらに 500μL の buﬀer で 3
回洗浄し CD133 にラベル化されていない細胞
（CD133－）を抽出した．次に magnet から外し 1 ml








　RNA 抽出キット（RNeasyⓇ Mini Kit, QIAGEN）
を用いて RNA を回収した．
　2）RNA の定量
　Nano DropⓇ ND-1000 Spectrophotometer（L.M.S, 
Tokyo, Japan）を用いて定量した．
　3）Realtime PCR
　RT2Profiler PCR Array System（Bioscience 
Corporation），PAHS-405（human stem cell）を用
いた．回収した total RNA は SuperArray キットに
付属されている GE（5 × gDNA Elimination Buﬀer）
と，BC3（5 × RT Buffer 3），P2（Primer and 
External Control Mix），RE3（RT Enzyme Mix3）
を用いて逆転写，cDNA の合成を行った．合成さ
れた cDNA に 2 × SuperArrey RT2 qPCR Master 
Mix, Diluted ﬁrst strand cDNA synthesis reaction
を添加しABI Standard Blocks:Bio-rad iCycler, MyiQ, 
and（MJ Resarch）Chromo 4 and Stratagene 
Mx3005p, Mx300p を 用 い て 解 析 し た．Real-time 
PCR 条件は ABI PRISMⓇ7000 Sequence System を
用いた．統計学的解析は unpaired Student’s t-test













　一方，照射量で比較した場合，R30G が R60G よ
り培養 8 日で有意な高い細胞増殖率を示した（Fig. 
3）．
　2）T98G 細胞について
　T98G 細胞の細胞増殖率は A172 細胞とほぼ同様
な細胞増殖率を示した．つまり，照射群は対象群と
比較して有意に高い細胞増殖率を示したことと，
R30G は R60G より細胞増殖率が高い値を示した
（Fig. 4）．
　2．フローサイトメトリーによる SP 細胞解析
　1）A172 細胞において Verapamil 添加群により
R0G で は 0.035％，R30G で は 0.06％，R60G で は
0.087％の SP 分画細胞が認められた（Fig. 5）．
　2）T98G 細胞において Verapamil 添加群により
R0G で は 25.3％，R30G で は 26.8％，R60G で は
24.3％の SP 分画細胞が認められた（Fig. 6）．
　3．CD133＋/CD133－細胞分離
　1）A172 細 胞 の CD133＋ 含 有 率 は R0G で 1.58︲ 
2.15 ％，R30G で 0.93︲2.07％，R60G で 0.90︲2.15％
であった．
　2）T98G 細胞の CD133＋含有率は R0G で約 1.0％，
Fig. 1　Stem cell speciﬁc markers
Fig. 2　 Stem cell diﬀerentiation markers and Signaling pathways 
important for stem cell maintenance
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R30G で 0.8︲1.4％，R60G で 0.7︲1.6％であった．
　4．CD133＋細胞の免疫染色
　CD133＋細胞は CD133 と CD44，Nestin で陽性を
示した（Fig. 7）．しかし，細胞の分化開始後では免
疫染色が陰性の傾向にあった．
Fig. 3　Growth curves of A172 cells after radiarion
The cell proliferation rate was the highest for 30 Gy-irradiated cells.
Fig. 4　Growth curves of T98G cells after radiarion
The cell proliferation rate was the highest for 30 Gy-irradiated cells.
Fig. 5　Side population analysis of A172 cells.
（A） The unirradiated A172 cells contained 0.035％ SP cells.
（B） The 30 Gy-irradiated A172 cells contained 0.06％ SP cells.





Fig. 6　Side population analysis of T98G cells
（A） The unirradiated T98GA172 cells contained 26.8％ SP cells.
（B） The 30Gy-irradiated T98G cells contained 25.3％ SP cells.




（A） CD133 positive cells showed positivity for CD133.
（B） CD133 positive cells showed positivity for Nestin.




　1）A172 細胞における CD133＋と CD133－の比較
　各放射線照射量（R0G，R30G，R60G）照射後
A172 細 胞 の CD133＋ で は CD133－ と 比 較 し 多 く 
の遺伝子増強が認められた．特に発現が明らかで
あった遺伝子は self-renewal markers（NEUROG2, 
SOX1），cell cycle regulators（CCND2, FGF3, 
FGF4），genes regulating cell-cell communication
（GJB1），embryonic cell lineage markers（ASCL2, 
ISL1, MYODO1, PDX1），hematopoietic cell 
lineage markers（CD3D, CD4, CD8A, CD8B），cell 
adhesion molecules（CD4, CDH1, COL9A1），
cytokines and growth factores（BMP3, FGF3, 





T98G 細胞の CD133＋では分離前細胞と CD133－と
比較し多くの遺伝子増強が認められた．特に発現が
明らかであった遺伝子は self-renewal markers
（SOX1, SOX2），genes regulating cell-cell 
communication（DHH, GJB2），embryonic cell 
lineage markers（ASCL2, ISL1），hematopoietic 
cell lineage markers（CD3D, CD8A, CD8B），
notch pathway（DLL3, DVL1, EP300）などであっ
た．
　3）放射線照射量による A172- CD133＋の比較
　R0G と R30G の比較では部分的に遺伝子発現増強





　R0G と R30G の比較では Notch pathway 関連遺
伝子を認めた大部分の遺伝子で発現増強が認められ
た．BGLAP，BMP1，NOTCH1 の 3 つで有意差が
確認された（Fig. 8）．R0G と R60G の比較では一部
で遺伝子発現増強が認められた．R30G と R60G の
比較では多くの遺伝子で発現抑制が認められた．
ADAR，AXIN1，BMP1，CCND1，GCN5L2，

















培養 6 日および 8 日でも照射群は対照群と比較して
有意な高い細胞増殖率が見られた．


















　今回の SP 細胞解析では A172 細胞は非照射群と
比較し，照射群の細胞は R30G で約 2 倍から 2.5 倍
の SP 細胞の検出があった．しかし，T98G 細胞で
は非照射細胞でも 25.3％で，この値は一般的に癌細
胞で検出される SP 細胞と比べ約 100 倍の高い値で































た結果，T98G 細胞における R0G と R30G の比較で，
R30G が有意に増強を認めた遺伝子は cell adhesion 
Fig. 8　Analysis of CD133 positive cells in T98G cells 
Compared to unirradiated cells （T98G-R0G-CD133＋）, 30 Gy-irradiated cells 
（T98G-R30G-CD133＋） expressed higher levels （p ＜ 0.05, Student’s unpaired t-
test） of BGLAP, BMP1 and NOTCH1.
Fig. 9　Analysis of CD133 positive cells in T98G cells
Compared to 60Gy-irradiated cells （T98G-R60G-CD133＋）, 30 Gy-irradiated cells 
（T98G-R30G-CD133＋） expressed lower levels （p ＜ 0.05, Student’s unpaired t-
test） of ADAR, AXIN1, BMP1, CCND1, GCN5L2, JAG1and MME.
中　條　敬　人・ほか
242
molecules，mesenchymal cell lineage marker であ
る BGLAP，cytokines and growth factor で あ る
BMP1，genes regulating symmetric/asymmetric 
cell division，notch pathway である NOTCH1 の 3
つであった．R30G と R60G の比較で R30G が有意
に抑制を認めた遺伝子は WNT pathway である
ADAR，WNT pathway，cell cycle regulator であ
る AXIN1，CCND1，cytokines and growth factor
である BMP1，cytokines and growth factor，genes 
regulating cell-cell communication， Notch pathway
である JAG1，chromosome and chromatin modulator，
Notch pathway である GCN5L2，hematopoietic 
cell lineage marker である MME の 7 つであった．
　また有意差の検討が可能であった T98G 細胞で，
細胞増殖曲線と合わせて検討すると，R30G で stem 
cell 関連遺伝子発現が最も増強し細胞増殖が活発で
あった．本来，stem cell 関連遺伝子発現が増強す








効果が高い可能性が推測される．R60G では stem 
cell 関連遺伝子の発現減弱が認められたことは，前
述とは逆に G0 期に存在する stem cell が増加して
いると推測され，これは放射線 60 Gy 照射により















し，研究が進むにつれ現在では CSC を治療 target
とすること自体が困難であるという考えが出てきて
いるのも事実である．
　今後は stem cell 関連遺伝子の評価が治療の一助
となる可能性があると期待される．またさらなる
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GENE ANALYSIS AND DYNAMICS OF TUMOR STEM CELL IN  
HUMAN GLIOBLASTOMA CELLS AFTER RADIATION
Takato NAKAJO, Akiko SASAKI, Hitoshi IZUMIYAMA  
and Takumi ABE
Department of Neurosurgery, Showa University School of Medicine
Go YAMAMOTO and Tetsuhiko TACHIKAWA
Department of Oral Pathology, Showa University School of Dentistry
　Abstract 　　 Because glioblastoma is the most malignant central nervous system （CNS） tumor, it is 
very diﬃcult to cure despite surgery and adjuvant therapy.  At present, surgery, radiotherapy, and che-
motherapy are combined in the treatment of each patient.  However, glioblastoma have radiotherapy and 
chemotherapy resistance, and this is not a radical treatment.  We suspect that the tumor stem cell aﬀects 
the recurrence, radiotherapy resistance and chemotherapy resistance of the tumor.  Many studies sug-
gest that tumor stem cells play an important role in tumorgenesis and tumor progression.  Using human 
glioblastoma cell lines （T98G, A172）, irradiated （0 Gy, 30 Gy, 60 Gy） glioblastoma cells were prepared un-
der the same conditions as clinical therapy.  We performed the analysis of cell proliferation rate, side pop-
ulation analysis by FACS, isolation of CD133＋ cells and genetic analysis （human stem cell）, using these 
cells.  In the results of this study, the stem cell-related genes were highly expressed in the CD133＋ cells 
compared with the CD133－ cells.  Therefore, it suggested that the CD133＋ cells may contain tumor stem 
cells.  In T98G, when compared to unirradiated cells and 60 Gy-irradiated cells, the cell proliferation rate 
for 30 Gy-irradiated cells tended to be higher, and stem cell-related genes were highly expressed in 30 
Gy-irradiated CD133＋ cells.  In other words, in T98G, from the viewpoint of antitumor eﬀects, the results 
suggest that chemotherapy may show more eﬀect in 30 Gy-irradiated.  In this genetic analysis, we sug-
gest that CD133＋ cells strongly aﬀect tumor proliferation.  In addition, CD133＋ cells aﬀect the resistance 
and the eﬀect of treatments because some kind of changes occur in CD133＋ cells after radiation.
Key words :  stem cell, glioblastoma, gene analysis
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